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論文の内容の要旨
（目的）
　Down症侯群は21番染色体トリソミーが原因で発症する頻度の高い染色体異常症である。この疾患では21番染
色体の遺伝子が3コピー存在するために，過剰発現しており，特定の遺伝子の過剰発現が異常の原因と考えられ
ている。一方，流死産児及び新生児の染色体分析結果から，2王番染色体トリソミーの75－80％が自然流産し，20
－25％が出生するとみなされている。著者は，流産してしまう21番染色体トリソミー胎児の原因は，ある遺伝子
の過剰発現であり，出生したDown症侯群患者では，それらの遺伝子の発現が抑制されているという仮説をたて
た。本研究は，出生したDown症侯群患者で発現が抑制されている2五番染色体上の遺伝子を同定することを目的
として行われた。
（対象と方法）
　Down症侯群患者とその両親を被検者とし，2組の患者・両親のリンパ球を分析した。各被検者の抹消血リン
パ球を大量培養し，セルソーターを用いて21番染色体を分離した。各被検者の21番染色体DNAを，GCに富む
配列を認識するメチル化感受性制限酵素（8∬HII）で切断し，RLGS（Restricti㎝Land蛆ark　Geno服ic　Scami㎎）
法でDNAのCpG　is1andsにおけるメチル化を分析した。RLGS法で使う制隈酵素B，CとしてEεoRVと脇o　Iを
用いた。RLGS法で検出した21番染色体DNA由来のスポットの中からDown症侯群で特異的に変化しているス
ポットを同定するために，患者とその両親のスポットを比較分析した。検出された，Dow双症侯群で特異的に濃
度が減少しているスポットについては，対応するDNA断片をpB1ueScript　II　KS（十）を用いてクローニングし，
ABI377自動DNAシークエンサーで塩基配列を決定した。Southemブロット解析では，制限酵素〃わo工と
出∫mでDNAを切断し，RLGS法で得たスポットDNA断片をプローブとして用いた。リンパ球搬NAの
Northemブロット解析はh1一及びh2－caiponin　cDNAをプローブとして用いて行い，h2－ca1po皿in　cDNAは
RT－PCR法でクローニングした。その際に，定量的な比較分析の対照として，21番染色体に遺伝子が存在する
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superoxide　dismutase－1（SOD－1）とphosphofructokin6se1iver一をype（PFKL）のcDNA，及び12番染色体に遺伝
子が存在するg1ycera1dehyde3－phos－phate　dehyd土ogenase’（GAPDH）のcDNAを用いた。
（結果と考察）
　RLGS法で，2ユ番染色体DNAのCpG　is1andsの約1／5に相当する294個のDNA断片スポットが検出できた。
そのうち3個がDown症侯群特異的に濃度が減少していた。この3個のDNA断片スポットをクローニングし、
DNA配列を決定した結果，一つは砒oso磁a1RNAの一部，一つはh2－ca1ponin遺伝子の一部，残り一つはGC
に富む未知のDNA配列であることが判明した。H2－calp㎝in遺伝子は21番染色体長腕（2五q　u）に存在するこ
とが報告されている。
　Sou出erhブロット解析では，h2－ca1ponin遺伝子のシグナルの濃度に。Down症侯群患者と両親の聞で差が認め．
られなかった。ごあ結果は，D．wn症侯群では3コピーのh2－c拍oべin遺伝子のCpG　isl，ndのうち1コピーで
メチル化が起きていて，メチル化が起きていないコピー数は健常者と同じであることを示唆している。さらに望
Northemブロット法でh2－ca1ponin遺伝子の発現量を調べた結果，健常者と同じであることがわかった。一方，
SOD－1とPFKLの遺伝子発現量はDown症侯群で増加していた。全ゲノムDNAのRLGS法による解析では，
3，OOO個のDNA断片スポットが分析できたが，他にDown症侯群で特異的に変化しているスポットは検出され
なかった。
　以上の結果は，出生したDown症侯群患者では享h2－ca1po亘in遺伝子の3コピーのうち！コピーでCpG　is1独d
にメチル化が起きていて，転写が正常レベルまで抑制されていることを示唆している。・また以上のデータから，
21番染色体のこのような遺伝子（群）の過剰発現が，21番染色体トリソミー胎児の自然流産に関係している可能
性も考えられる。
審査の結果の要旨
　21番染色体トリソミー胎児の75二80％が自然流産をする原因は不明である。著者は，その原因は21番染色体上
のある遺伝子が過剰発現していることにあるという斬新な仮説をたて，出生したDow蕊症侯群患者ではその遺伝
子発現は抑制されているという考えのもとに研究を行った。2例のDowR症侯群患者を分析し，2ユ番染色体に存
在するh2－ca1p㎝in遺伝子の3コピーのうちユコピーのCpG　is1andにメチル化が起きていてラ転写も2コピー
分の正常レベルまで抑制されていることを観察した。2コピーの遺伝子のうち1コピーしか発現していない例は，
X染色体の不活性化やゲノム刷り込み現象で知られているが，本研究で得られた知見は染色体異常でも対立遺伝
子の一部が不活性化している遺伝子座が存在することを示唆しており，高く評価できる。この論文はMlo1ecu1ar
andCe11u1arBio1ogyに印刷申である。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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